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【摘　要】　目的　探讨涎腺良恶性疾病与人乳头瘤病毒 (humanpapillomavirus,HPV)感染的相关性.方法　采用

HPV基因通用引物 GP５＋/GP６＋和CPI/CPIIG应用聚合酶链反应 (polymerasechainreaction,PCR)技术对３３例涎腺恶性

肿瘤、３５例涎腺良性肿瘤及１８例涎腺良性非肿瘤病变石蜡包埋组织进行 HPV 基因检测,PCR产物采用琼脂糖凝胶电泳与

测序进行鉴定.通用引物PCR阳性样本进一步采用 HPV１６/１８型特异性引物进行 PCR检测.结果　８６例涎腺良恶性病变

组织中 HPV基因总检出率为２５􀆰６％ (２２/８６),其中恶性肿瘤为１８􀆰２％ (６/３３),良性肿瘤为２５􀆰７％ (９/３５),良性非肿瘤病

变为３８􀆰９％ (７/１８),三者间比较,差异无统计学意义 (χ２＝２􀆰６２４,P＝０􀆰２６９).HPV１６和 HPV１８基因在上述阳性样本中

均未检出.结论　３种涎腺良恶性病变组织中均存在 HPV感染,但 HPV感染可能并非涎腺恶性肿瘤的主要致病因素.
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【Abstract】　Objective　ToevaluatethecorrelationbetweenbenignandmalignantlesionsofsalivaryglandandHPVinfecＧ
tion．Methods　Polymerasechainreaction (PCR)withconsensusprimersGP５＋/GP６＋ andCPI/CPIIG wasusedtodetect
HPVDNAin８６casesofformalinＧfixed,paraffinＧembeddedsalivaryglandlesiontissuesincluding３３casesofmalignanttumors,

３５casesofbenigntumorsand１８casesofnonＧneoplasticlesions．TypeＧspecificPCRwasfurtherconductedtodetectE６geneof
HPV１６andHPV１８inpositivetissuesofconsensusPCR．Results　TheresultsshowedthatthetotalpositiverateofHPVDNA
was２５􀆰６％ (２２/８６),anditwas１８􀆰２％ (６/３３),２５􀆰７％ (９/３５)and３８􀆰９％ (７/１８)formalignanttumors,benigntumorsand
nonＧneoplasticlesions,respectively．Therewasnostatisticalsignificanceamongthesethreegroups(χ２＝２􀆰６２４,P＝０􀆰２６９)．
HPV１６andHPV１８geneswerenotdetectedintheabovepositivesamples．Conclusion　HPVexistsindifferentkindsofsalivary
glandlesiontissues,butitmaynotplayacrucialroleincarcinogenesisofmalignantsalivaryglandtumors．
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　 　 人 乳 头 瘤 病 毒 (human papilloma virus,

HPV)是目前公认的一种与肿瘤的发生发展相关的

病毒,其在宫颈肿瘤致病过程中所起的作用早已被

证实.近年来,HPV 与头颈部、口腔颌面部肿瘤

的关系受到了广泛的关注,且已有大量证据证实口

咽部鳞状细胞癌的发生发展与 HPV 感染有关[１].
涎腺肿瘤是口腔颌面部所特有的第二大类肿瘤,其

病理组织类型复杂多样,发病机制尚不明确.有研

究发现涎腺肿瘤组织中存在 HPV 基因,但涎腺肿

瘤与 HPV感染相关性的研究国内外报道较少,是

否相关目前尚无定论.因此,本研究收集了８６例

涎腺良恶性病变石蜡包埋组织,采用 PCR 技术进

行 HPV基因检测,旨在探讨涎腺良恶性病变与人

乳头瘤病毒感染的相关性,以期为其临床防治提供

新的思路.

１　材料与方法

１􀆰１　临床资料:８６例涎腺良恶性病变石蜡包埋组

织标本来源于解放军联勤保障部队第９００医院病理

科２０１５—２０１７年经病理确诊并有临床完整资料的

涎腺良恶性病变患者.其中恶性肿瘤３３例 (黏液
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表皮样癌１０例,腺样囊性癌１１例,腺泡细胞癌３
例,腺癌１例,淋巴上皮癌１例,基底细胞腺癌１
例,淋巴瘤１例,淋巴上皮瘤样癌１例,上皮肌上

皮癌１例,未分化癌１例,混合瘤１例,浸润性癌

１例),良性肿瘤３５例 (多形性腺瘤１９例,乳头状

淋巴囊腺瘤１１例,基底细胞腺瘤４例,皮质腺瘤１
例),良性非肿瘤病变１８例 (慢性炎症８例,淋巴

组织增生４例,囊肿伴慢性炎症２例,Mikulicz病

２例,淋巴上皮囊肿１例,脂肪组织增生１例).其

中男５３例,女３３例,男∶女≈１􀆰６∶１;年龄１５~
８７岁,平均年龄４９􀆰２岁.

１􀆰２　试剂:石蜡包埋标本基因组DNA提取试剂盒

(BIOMIGA,EZgeneTM FFPE DNA Miniprep
Kit)购自厦门鹭隆生物科技发展有限公司,PCR
试剂及琼脂糖凝胶电泳相关试剂购自北京全式金生

物技术有限公司;内参基因 GAPDH 引物、HPV
DNA 通 用 引 物 GP５＋/GP６＋、CPI/CPIIG 及

HPV１６/１８特异性引物由福州尚亚生物技术有限公

司合成,引物信息详见表１.

表１　PCR引物信息表

引物名称 引物序列
PCR

产物长度

检测

基因

GAPDHＧF
５′ＧAACGGATTＧTGGTCGＧ
TATTGＧ３′

２０８bp GAPDH

GAPDHＧR
５′ＧGGAAGATGGTGATGGＧ
GATTＧ３′

GP５＋
５′ＧTTTGTTACTGTGGＧ
TAGATACTACＧ３′

１５０bp HPVL１

GP６＋
５′ＧGAAAAATAAACTGTAＧ
AATCATATTCＧ３′

CPI
５′ＧTTATCWTATGCCCAYTＧ
GTACCATＧ３′

１８８bp HPVE１

CPIIG
５′ＧATGTTAATWSAGCCWCＧ
CAAAATTＧ３′

HPV１６
E６ＧF

５′ＧGTCAAAAGCCACTGTＧ
GTCCTＧ３′

４９９bp HPV１６E６

HPV１６
E６ＧR

５′ＧCCATCCATTACATCCCGＧ
TACＧ３′

HPV１８
E６ＧF

５′ＧCCGAGCACGACAGＧ
GAACGACTＧ３′

１７２bp HPV１８E６

HPV１８
E６ＧR

５′ＧTCGTTTTCTTCCTCTＧ
GAGTCGCTTＧ３′

１􀆰３　方法:

１􀆰３􀆰１　石蜡包埋组织 DNA 的提取:取５μm 厚石

蜡切片５张,加入１mL二甲苯浸没,充分漩涡振

荡,１００００g离心２min,弃上清.用１mL无水乙

醇将组织悬起,１３０００g离心２min后弃上清,离

心管开盖在３７℃中干燥１５min,或直至残留的乙

醇完全挥发.之后按照试剂盒说明书进行 DNA
提取.

１􀆰３􀆰２　内参PCR:提取的DNA取２００ng为模板,
反应总体积为２５μL,反应参数为９４ ℃预变性５
min,２５个循环:９４℃３０s,５５℃３０s,７２℃３０
s,循环结束后 ７２ ℃延伸７min.产物取５μL经

２％琼脂糖凝胶电泳,紫外灯下观察.每组实验均

设置阴性对照 (灭菌一级纯水).

１􀆰３􀆰３　通用引物 PCR:对于证实成功提取 DNA
的样本采用通用引物 GP５＋/GP６＋进行两轮 PCR
扩增.第１轮 PCR:提取的 DNA 取２００ng为模

板,反应总体积为２５μL,反应参数为９４℃预变性

５min,２５个循环:９４℃３０s,５０℃３０s,７２℃
３０s,循环结束后７２℃延伸７min.第２轮PCR:
取２μL第一轮PCR产物为模板,反应体积５０μL,
反应参数为９４℃预变性５min,２５个循环:９４℃
３０s,５５℃３０s,７２℃３０s,循环结束后７２℃延

伸７min.５０μLPCR产物经２％琼脂糖凝胶电泳,
紫外灯下观察.每组实验均设置阳性对照 (Hela
细胞DNA)和阴性对照 (灭菌一级纯水).将阳性

电泳条带切下,交由测序公司 [铂尚生物技术 (上
海)有限公司Ｇ福州测序部]纯化、测序.PCR 阴

性样本进一步采用通用引物CPI/CPIIG进行PCR,
以检测 HPVE１基因,PCR方法同GP５＋/GP６＋.

１􀆰３􀆰４　特异性引物PCR:测序阳性样本进一步以

HPV１６/１８型 特 异 性 引 物 进 行 PCR 检 测,样 本

DNA取２００ng为模板,反应总体积为５０μL,反

应参数为:９４ ℃预变性５min,４０个循环:９４ ℃
３０s,５５℃３０s,７２℃３０s,循环结束后７２℃延

伸７min.５０μLPCR产物经２％琼脂糖凝胶电泳,
紫外灯下观察.每组实验均设置阳性对照 (HPV１８
阳性对照:Hela细胞 DNA;HPV１６ 阳 性 对 照:

SiHa细胞DNA)和阴性对照 (灭菌一级纯水).

１􀆰４　结果判断:

１􀆰４􀆰１　内参PCR:紫外灯下,阳性对照组和样品

在２０８bp处出现橘黄色条带,阴性对照组对应位

置无条 带,阳 性 条 带 测 序 序 列 在 NCBI上 进 行

BLAST比对,与基因库中 GAPDH 基因该部分序

列完全一致,即判定基因组DNA提取成功.

１􀆰４􀆰２　通用引物 PCR:紫外灯下,在阳性对照组

１５０bp (GP５＋/GP６＋)/１８８bp (CPI/CPIIG)处

出现橘黄色条带、阴性对照组对应位置无条带的前

提下,样品在同一位置出现条带初步定为阳性,无
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条带则为阴性.阳性条带测序序列在 NCBI上进行

BLAST 比 对,与 基 因 库 中 HPV 任 意 一 型 L１
(GP５＋/GP６＋)/E１ (CPI/CPIIG)基因该部分序

列一致性≥９０％,即判定为阳性.

１􀆰４􀆰３　特异性引物 PCR:紫外灯下,在阳性对照

组４９９bp (HPV１６)/１７２bp (HPV１８)处出现橘

黄色条带、阴性对照组对应位置无条带的前提下,
样品在同一位置出现条带初步定为阳性,无条带则

为 阴 性. 阳 性 条 带 测 序 序 列 在 NCBI 上 进 行

BLAST比对,与基因库中 HPV１６/１８型 E６基因

该部分序列完全一致,即判定为阳性.

１􀆰５　统计学分析:数据输入SPSS２３􀆰０软件,采

用χ２ 检验对实验结果进行统计分析,P＜０􀆰０５为

差异有统计学意义.

２　结果

２􀆰１　内参PCR:阳性对照组与８６例样本均成功扩

增出内参基因 GAPDH,所有样本的基因组 DNA
均提取成功.

２􀆰２　通用引物 PCR:经通用引物 GP５＋/GP６＋
PCR扩增、电泳 (图１)、测序及BLAST比对,８６
例涎腺良恶性病变组织中检出阳性样本２２例,其

中恶性肿瘤阳性样本６例,阳性率为１８􀆰２％ (６/

３３);良性肿瘤阳性样本９例,阳性率为 ２５􀆰７％
(９/３５);良性非肿瘤病变阳性样本７例,阳性率为

３８􀆰９％ (７/１８).三者间阳性率比较,差异无统计

学意义 (表２).通用引物 CPI/CPIIG 在上述阴性

样本中均未检出.

　　注:P,阳性对照;N,阴性对照;L,DNA Ladder;１、

３、６、１０、１３,阴性样本;２、４、５、７、８、９、１１、１２、１４、

１５,阳性样本;∗,引物二聚体.

图１　通用引物GP５＋/GP６＋PCR产物 (１５０bp)部分

电泳图

２􀆰３　特异性引物PCR:为了确定涎腺恶性肿瘤与

HPV感染是否相关,本研究对涎腺恶性肿瘤阳性

样本进一步以 HPV１６/１８型特异性引物进行PCR

表２　３组涎腺良恶性病变组织PCR检测结果

　　组别 总例数 阳性例数 阴性例数 阳性率/％

涎腺恶性肿瘤 ３３ ６ ２７ １８􀆰２
涎腺良性肿瘤 ３５ ９ ２６ ２５􀆰７
涎腺良性非肿瘤病变 １８ ７ １１ ３８􀆰９

　　注:３组阳性率比较,差异无统计学意义 (χ２＝２􀆰６２４,P＝

０􀆰２６９).

检测,然而,HPV１６/１８E６基因在上述阳性样本

中均未检出.

３　讨论

涎腺肿瘤与 HPV 感染相关性的研究国内外报

道较少,而 在 已 有 的 研 究 结 果 中,肿 瘤 组 织 中

HPV检出率差异较大[２Ｇ８],是否相关目前尚无定

论,可能与 HPV亚型繁多、检测方法、标本例数、
地域差别等因素有关.

本研究在方法上,总结了前人的研究经验,采

用通用引物中 PCR 产物较短的 GP５＋/GP６＋组

合,且进行两轮 PCR 以提高其灵敏度[９].此外,

GP５＋/GP６＋阴性样本进一步采用通用引物 CPI/

CPIIG进行 HPVE１基因检测,以排除因基因组整

合致L１基因缺失而出现的假阴性[９],进一步提高

了 HPV基因检测的灵敏度.然而,灵敏度提高的

同时,检测的特异度随之下降,假阳性率也随之升

高.经过初步的 PCR 检测,３组样本阳性率高达

５０％~６０％ (未在结果中显示).因此,本研究进

一步对PCR产物进行测序,测序结果在NCBI上进

行BLAST比对分析,最终涎腺恶性肿瘤阳性率为

１８􀆰２％ (６/３３),良性肿瘤为２５􀆰７％ (９/３５),良性

非肿瘤病变为３８􀆰９％ (７/１８),剔除了大量的假阳

性样本,有效提高了检测的准确性.检测结果表

明,３种涎腺良恶性病变组织中均存在 HPV感染.
大量实验证明高危型 HPV 与一些恶性肿瘤的

发生有 关,其 中 以 HPV １６/１８ 型 最 为 常 见[１０].

HPV１６/１８也是头颈肿瘤中最常见的 HPV 亚型,
其中 HPV１６超过９０％[１１].为了确定涎腺恶性肿瘤

与 HPV感染是否相关,本研究对涎腺恶性肿瘤阳

性样本进一步以 HPV１６/１８ 型 特 异 性 引 物 进 行

PCR检测,然而,HPV１６/１８型 E６基因在上述阳

性样本中均未检出.由此可见,HPV 感染可能并

非涎腺恶性肿瘤的主要致病因素.
然而,HPV 亚型繁多,且受标本例数和地域

的限制,涎腺恶性肿瘤与 HPV 感染的确切关系仍

有待大量数据进一步证实.HPV 感染在涎腺良性

病变中是否发挥作用也有待进一步研究.

􀅰９􀅰福建医药杂志２０２１年６月第４３卷第３期　FujianMedJ,June２０２１,Vol􀆰４３,No􀆰３



参考文献

[１]BoscoloＧRizzoP,DelMistroA,BussuF,etal．Newinsights

intohumanpapillomavirusＧassociatedheadandnecksquamous

cellcarcinoma[J]．ActaOtorhinolaryngolItal,２０１３,３３ (２):

７７Ｇ８７．
[２]TeymoortashA,BohneF,JonsdottirT,etal．HumanpapilloＧ

mavirus(HPV)isnotimplicatedintheetiologyofWarthin̓s

tumoroftheparotidgland[J]．ActaOtolaryngol,２０１３,１３３
(９):９７２Ｇ９７６．

[３]HaeggblomL,UrsuRG,MirzaieL,etal．NoevidenceforhuＧ

manpapillomavirushavingacausalroleinsalivaryglandtumors
[J]．DiagnPathol,２０１８,１３ (１):４４．

[４]IsayevaT,SaidＧAlＧNaiefN,RenZ,etal．SalivarymucoepiＧ

dermoidcarcinoma:demonstrationoftranscriptionallyactive

humanpapillomavirus１６/１８[J]．HeadNeckPathol,２０１３,７
(２):１３５Ｇ１４８．

[５]XuB,WangL,BorsuL,etal．AproportionofprimarysquaＧ

mouscellcarcinomasoftheparotidglandharbourhighＧriskhuＧ

manpapillomavirus [J]．Histopathology,２０１６,６９ (６):

９２１Ｇ９２９􀆰
[６]孙玉满,吴蒙,韩凤艳,等．涎腺腺样囊性癌组织中 HPV 感

染及p５３、p１６、EGFR、Cdc２蛋白表达与预后的关系 [J]．临

床与实验病理学杂志,２０１７,３３ (４):３９３Ｇ３９８􀆰
[７]陈十燕,龚宏勋,王茂鑫,等．腮腺黏液表皮样癌与人乳头瘤

病毒感染的相关性研究 [J]．中国耳鼻咽喉头颈外科,２０１７,

２４ (５):２３７Ｇ２３８􀆰
[８]佘杨杨,杨靖,张敏,等．人乳头状瘤病毒与涎腺肿瘤相关性

的系统评价 [J]．国际病毒学杂志,２０１７,２４ (４):２５１Ｇ２５５􀆰
[９]IsayevaT,LiY,MaswahuD,etal．Humanpapillomavirusin

nonＧoropharyngeal head and neck cancers: a systematic

literaturereview [J]．HeadNeckPathol,２０１２,６ (Suppl１):

S１０４ＧS１２０􀆰
[１０]宋冀晖,王晶,郅克谦,等．CＧerbBＧ２、PCNA 表达及 HPV

感染与涎腺肿瘤关系的研究 [J]．陕西医学杂志,２００９,３８
(６):７０２Ｇ７０５􀆰

[１１]张春林,陈月红,邓泽义,等．中国口腔癌中高危型 HPV 感

染率的 Meta分析 [J]．中华肿瘤防治杂志,２０１６,２３ (１０):

６８２Ｇ６８９􀆰

􀅰临床研究􀅰

成人登革热合并低钾血症的临床特征及其影响因素分析
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【摘　要】　目的　探讨成人登革热合并低钾血症的临床特征,并分析其影响因素.方法　回顾性分析我院收治的３６３
例成人登革热的临床资料,根据入院血钾水平分为低钾血症组 (＜３􀆰５mmol/L)和正常血钾组 (３􀆰５~５􀆰３mmol/L),采用

单因素分析和多因素logistic回归分析探讨低钾血症发生的相关因素.结果　成人登革热合并低钾血组１７９例 (４９􀆰３１％),

正常血钾组１８４例 (５０􀆰６９％).成人登革热病例低钾血症组和正常血钾组在乏力症状指标上差异有统计学意义 (χ２＝４􀆰２９１,

P＝０􀆰０３６),其余指标差异均无统计学意义 (P＞０􀆰０５).经单因素与多因素logistic回归分析结果显示,入院前病程≤３d
[OR＝１􀆰９０６,９５％CI (１􀆰２４７,２􀆰９１４),P＝０􀆰００３]、合并高血压病 [OR＝２􀆰１６６,９５％CI (１􀆰１５３,４􀆰０６７),P＝０􀆰０１６]

是成人登革热患者低钾血症的危险因素.结论　成人登革热患者低钾血症发生率高,尤其是疾病早期及合并高血压患者,因

此,在治疗期间,应密切关注患者的血钾情况并及时补钾.
【关键词】登革热;低钾血症;危险因素
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Analysisofclinicalcharacteristicsandinfluencingfactorsofhypokalemiainadultpatientswithdengue　　
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【Abstract】　Objective　Toinvestigatetheclinicalcharacteristicsandtheinfluencingfactorsofhypokalemiainadult
patientswithdengue．Methods　Theclinicaldataof３６３patientswithdengueinadultsadmittedto MengchaoHepatobiliary
HospitalofFujianMedicalUniversitywereretrospectivelyanalyzed．Thepatientsweredividedintohypokalemiagroup (＜３􀆰５
mmol/L)andnormalpotassiumgroup (≥３􀆰５mmol/L)basedonthefirstserumpotassiumlevel．Theinfluencingfactorsof
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